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論文内容の要旨
本論文は， Serratia marcescens におけるリパーゼの分泌機構に関する研究成果をまとめたものである。
緒論では，本研究の背景をなす知見を概説し，本論文の目的と意義について述べている。
第 1 章では，リパーゼ遺伝子をクローニングし，その塩基配列を決定することにより，本酵素が613アミノ酸残基，
分子量64951の蛋白質であることを明らかにしている。一方，本リパーゼにはN末端のシグナルペプチドが存在せず，
C末端側にグラム陰性菌のN末端シグナルペプチド非依存的分泌機構で分泌される蛋白質と相向性のある領域が存在
することを明らかにしている。また ， S. mαrcescens のリパーゼは ， E. coli において菌体内にのみ発現し，菌体外に
は分泌されない。これらのことから， S. marcescens のリバーゼはN末端シグナルペプチド非依存的にグラム陰性菌の
ABC トランスポーターを介して分泌されていることを示唆している。
第 2 章では， 3 つの蛋白質から構成されるリパーゼの分泌装置をコードする遺伝子(均B， 均C，均D) をクローニ
ングしている。ホモロジー検索の結果， lipB , lipC , lipD 遺伝子は，それぞれ ABC 蛋白質， MF 蛋白質，外膜蛋白質
をコードしており，これらはS. marcescens の新たな ABC トランスポーター (Lip システム)であることを明らかに
している。また ， lipBCD 遺伝子を保持する E. coli は，リパーゼ、を培地中へ分泌する。このことから， S. marcescens 
のリパーゼ、が ABC トランスポーターである Lip システムを介して分泌されることを初めて明らかにしている。
第 3 章では， ABC トランスポーターによる蛋白質の分泌機構を解析し， Lip システムによる分泌蛋白質の選択が，
ABC 蛋白質である Lip B によってなされることを明らかにしている。また， ABC トランスポターが形成されるには，
これまで報告されている MF 蛋白質と外膜蛋白質問の特異的な相互作用に加え， ABC 蛋白質と MF 蛋白質問にも特
異的な相互作用が存在することを新たに明らかにしている。
第 4 章では，リバーゼ遺伝子 (lipA) およびリパーゼのトランスポーターである Lip システム (lipBCD) を同時に
保持した組換え菌株を作製し，野生株の20倍以上の菌体外リバーゼ活性 (743 ， 000 U/ml)を示す S. marcescens のリ
ノ fーゼ、高生産菌株の育種に成功している。これは ABC トランスポーターを利用して，有用蛋白質を菌体外へ高生産し
た初めての例である。
総括では，本研究で得られた成果をまとめて述べている。
論文審査の結果の要旨
本論文は，グラム陰性菌である S. rnarcescens のリパーゼの分泌機構を解明し，工業的に有用なリパーゼの高生産に
応用することを目的としたもので，主な成果を要約すると次の通りである。
(1) S. ma問。scens のリパーゼ遺伝子をクローニングし，その塩基配列を決定している。その結果，本リバーゼには
N 末端のシグナルペプチドが存在せず， C 末端側にグラム陰性菌の ABC トランスポーターで分泌される蛋白
質と相向性のある領域が存在することを明らかにしている。
(2) 本リバーゼの分泌装置を構成する 3 つの蛋白質の遺伝子(lかB， liρC ， lipD) をクローニングし，その塩基配列
を決定している。その結果，各遺伝子はそれぞれ， ABC 蛋白質， MF 蛋白質，外膜蛋白質をコードしており，
これらが本菌株の新たな ABC トランスポーター (Lip システム)であることを明らかにしている。
(3) 本リバーゼは，大腸菌においては菌体内にのみ発現し，菌体外には分泌されないか，ゆBCD 遣伝子を保持する
大腸菌では， リパーゼが分泌されることを明らかにしている。この結果は， S. rnarcescens のリバーゼが ABC
トランスポーターである Lip システムを介して分泌されることを初めて証明したものである。
(4) Lip システムによる蛋白質の分泌機構を解析し，本システムにより分泌される蛋白質の選択が， ABC 蛋白質で
ある Lip B によってなされていることを明らかにしている。さらに， ABC トランスポーターが形成されるには，
これまでに報告されている MF 蛋白質と外膜蛋白質との聞の特異的な相互作用に加え， ABC 蛋白質と MF 蛋
白質との聞にも特異的な相互作用か存在することを，新たに明らかにしている。
(5) リパーゼ遺伝子およびリバーゼのトランスポーターである Lip システムの遺伝子を同時に保持した組換え菌を
作製し，野生株の20倍以上の菌体外リパーゼ、活性を示す高生産菌株の育種に成功している。この結果は， ABC 
トランスポーターを利用して有用蛋白質を菌体外へ高生産した初めての例である。
以上のように，本論文は， S. maJ切scens のリパーゼおよびその分泌装置を構成する蛋白質の遺伝子を単離し，本リ
ノ fーゼの分泌機構を明らかにすることにより，グラム陰性菌における重要な蛋白質分泌機構の一つである ABC トラ
ンスポーターの機能の解明に寄与するとともに，その知見を工業的に有用なリパーゼの高生産に応、用したもので，こ
れらの成果は酵素工学および応用生物工学の分野に貢献するところ大である。よって本論文は，博士論文として価値
あるものと認める。
